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Microspheres en polymere bioresor bable, exemptes de tensioactif. leur p repararinn 
5 et leur application comme medicament 

L'invention a pour objet de nouvelles microspheres en polymere bioresorbable, 
examptes d'agent tensioactif, leur preparation et leur application. 

L'encapsulation de substances actives dans des matrices polymeres, afin de proteger 
10 ces substances actives ou de les liberer progressivement, est bien connue. 

On connait notamment divers systemes, encore appeles systemes a effet retard, qui 
Iiberent progressivement dans I'organisme ou ils sont implantes des principes 
pharmacologiquement actifs d'interet therapeutique qui sont disperses dans une matrice 
polymere. Les polymeres utilises peuvent etre denves de polymeres naturels (cellulose ou 
15 proteines), ou peuvent etre des polymeres synthetiques. 

Parmi les matdriaux susceptibles d'etre implantes dans I'organisme, les polymeres 
bioresorbables, c'est-a-dire les polymeres qui se degradent progressivement dans I'organisme 
et dont les produits de degradation sont elimin6s par mdtabolisation ou par excretion, sont 
particulierement interessants, notamment car ils rendent inutile une intervention chirurgicale 
20 desrinee a retirer Timplant a Tissue de sa periode de fonctionnement. C'est le cas des 

polyesters ddrivds des hydroxyacides. Ces polyesters sont encore appeles, par abreviation, 
poly(hydroxyacides). 

Les systemes a liberation progressive et bioresorbables peuvent aussi se presenter 
sous la forme de microspheres qui peuvent etre administrees par voie orale, intramusculaire ou 
25 intraveineuse. 

On entend ici par microsphere un systeme spherique plein dont le diametre moyen 
n'excede pas quclques centaines de micrometres (en paniculier 500 um), cette notion 
englobant des spheres (parfois appelees nanospheres) de diametre moyen inferieur au 
micrometre. 

30 Le principal avantage des microspheres est qu'elles permettent d'administrer 

facilement par injection des principes actifs ayant une duree d'action prolongee grace a leur 
liberation progressive, ce qui ameliore Taction therapeutique de ces principes actifs et reduit 
leur toxicite eventuelle. Cette methode evite la mise en place d'implants qui peuvent etre la 
source d'inflammations ou defections. Elle evite aussi les administrat 10 ns repdtees puisque 

35 Taction du principe actifse fait sur une duree plus longue. 

Les microspheres ne contenant pas de principe actif ont egalement une utilite en 
therapeutique : elles peuvent serv,r notamment a provoquer Tembolisation des angiomes. 

Les microspheres peuvent etre obtenues par diverses techniques, notamment selon la 
methode dite par evaporation du solvant. Cette methode peut etre decrite de la facon suivante ■ 
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le principc actif a encapsuler et le polymere qui constitue les microspheres sont dissous dans 
un solvant organique volatil non miscible a l'eau. La solution resultante est emulsionnee a 
1'aide d'un agent tensioactif. L'evaporation progressive du solvant organique conduit a la 
transformation des gouttelettes de l'emulsion en microspheres solides dans lesquelles le 
principe actif est emprisonne. 

Cette technique fait done intervenir un agent tensioactif qui a pour fonction de 
favoriser la stabilite de l'emulsion et done de garantir la formation correcte des microspheres 
et la stabilit6 des suspensions de celles-ci dans les milieux liquides d'injection. 

Or, la presence d'un tensioactif a la surface des microspheres, dans un organisme, 
est de nature a modifier les caracteristiques et les performances du systeme a effet retard et ' 
meme de le rendre inexploitable si le tensioactif est toxique, ou s'il est fortement attache a la 
surface, car il modifie 1'interface organisme/materiau polymere synthetique, C'est en effet 
cette interface qui conditionne la liberation du principe actif et la reponse du milieu 
d'implantation. 

L'un des tensioactifs les mieux adaptes a la fabrication des microparticules a base de 
polymeres est l'alcool polyvinylique (PVA) qui donne lieu a la formation de tres peu 
d'agglomerats de panicules et qui permet d'obtenir aisement des microspheres de taille 
inferieure a 150um. Cependant, 1'utilisation du PVA souleve des problemes de toxicite 
potentielle. En effet, ce compose est considere comme potentiellement canc^rigene, en 
particulier lorsqu'il est administre par voie parenterale. 

Ainsi, rutilisation d'un tensioactif quel qu'il soit, lors de la preparation des 
microspheres par evaporation du solvant, est susceptible de modifier les caracteristiques du 
systeme a effet retard. La morphologie des microspheres (taille, forme, presence de tensioactif 
a la surface) mais aussi l'efficacite du systeme aussi bien pour 1 'incorporation de la substance 
active que pour le relargage, sont influences par le tensioactif. 

On a maintenant decouven qu'il est possible d'obumir des microspheres dont les 
seuls constuuams, outre la substance active encapsulee, sont ceux de la matrice polymere, et 
qui peuvent etre preparees sans recourir a l'addition de tensioactifs classiques. En outre, les 
microspheres obtenues donnent des suspensions stables. 

L'invention a done pour objet des microspheres constitutes d'une matrice polymere 
et eventuellement d'au moins une substance active encapsulee dans ladite matrice polymere 
reahsee en au moins un polymere ou copolymere d'hydroxyacide, caracterisees par le fait que 
lesdites microspheres sont exemptes de constituants autres que la substance active (lorsqu'elle 
est present*) et les constituants du polymere. Autrement dit, les microspheres de l'invention ne 
contiennent pas de tensioactif, 

On a en effet decouven qu 'il est possible d'obtenir des microspheres presentant des 
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caracterisriques satisfaisantes, sans utiliser de tensioactifs, en utilisant des melanges de 
poly(hydroxyacides), de poids moleculaire (Sieve et de bas poids moleculaire, comme cela sera 
precise ci-apres. 

On appelle ici poly(hydroxyacide) un polyester dont la structure re"sulte de 
1'estenfication du groupement hydroxyle d'une molecule d'hydroxyacide par une autre 
molecule d'hydroxyacide, et ainsi de suite. 11 s'agit d'un homopolymere ou d'un copolymere. 

Les microspheres de I'invention peuvent etre caracterisees a la fois par 1'absence 
d'agents tensioactifs et par une repartition (au moins) bimodale des masses moteculaires des 
constituants de la matrice polymere. 

Les microspheres de I'invention, dont la matrice polymere est constitute 
essentiellement d'au moins un polymere ou copolymere d'hydroxyacide, peuvent etre 
prdparees par un procedd dans lequel on dissout ledit polymere ou copolymere dans une phase 
organique liquide volatile non miscible a l'eau, on solubilise ou disperse eventuellement une 
substance active dans ladite phase organique, on prepare une emulsion de la phase organique 
obtenue dans une phase continue aqueuse, on dvapore le solvant et separe, si desire, les 
microspheres solides obtenues de la phase aqueuse, ce proc6de etant caract6rise par le fait que 
ledit polymere ou copolymere comprend au moins un poly(hydroxyacide) de masse 
moleculaire moyenne au moins egale a 20 000, et au moins un poly(hydroxyacide) de masse 
moleculaire moyenne inferieure a 5000, qu'apres la realisation de l'emulsion, on ajuste le pH a 
une valeur de 6-8 par addition d'une base, et que pendant l'etape d'evaporation du solvant 
organique, on ajuste le pH a une valeur de 6-8 par addition continue ou par additions rep&ees 
d'une base. 



Comme base, on utilise par exemple 1'hydroxyde de sodium ou de potassium, ou une 
amine comme la triethylamine. 

Bien entendu, l'eau peut etre remplacee par tout autre liquide dans lequel la phase 
organique volatile n'est pas soluble. 

Parmi les polymeres constituant la matrice des microspheres de I'invention, on 
citera par exemple les poly(al P ha-hydroxyacides) les poly(beta-hydroxyacides) comme par 
exemple le poly (beta-hydroxybutyrate), ore les polymeres d'acide malique monoesterifie 
comme le poly(malate de benzyle) ou des polymeres d'autres hydroxyacides, comme la 
poly(e-caprolactone), et leurs copolymer. Parmi les polymeres preferes, on citera plus 
particulierement les poly(alpha-hydroxyacides) tels que le poly(acide lactique), le poly(acide 
glycolique), et leurs copolymer. On sait que ces polymeres sont des polyesters lineaires 
contenant des motifs repdtitifs de formule : -[0-CH(R)-CO]-, dans laquelle R represente H 
dans le cas du poly(acide glycolique) et R represente -CH 3 dans le cas du poly(acide lactique). 

On peut egalement utiliser des copolymers (polyesters) derives de ces 
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hydroxyacides, par exemple les copolymeres du type poly(acide lactique-co-glycolique) qui 

contiennent des motifs repdtitifs et -[0-CH(CH 3 )-CO-] p et [-0-CH 2 -CO-] q 

p et q &ant les proportions molaires des motifs lactiques et glycoliques, respectivement. 

De preference, les polymeres utilises sont amorphes, ou au moins partiellement 

amorphes. 

Les poly(hydroxyacides) de masse moleculaire moyenne au moins (<gale a 20 000, et 
en particulier au moins egale a 40 000, sont des produits connus ou peuvent etre prepares selon 
les methodes connues. Cenains d'entre eux sont d'ailleurs des produits commerciaux. Par 
exemple, pour preparer un poly(acide lactique) de masse moleculaire moyenne elevee, ou un 
copolymere lacrique-glycolique, on peut operer par ouverture de cycle de diesters cycliques 
(lactide, glycolide ou leurs melanges) selon les methodes usuelles. Dans le cas de Tacide 
lactique, qui existe sous les formes optiquement actives D et L, on utilise de preference un 
melange de ces deux formes contenant par exemple une quantite suffisante de motifs 
D-lactiques pour que le polymere obtenu soit amorphe. On utilisera notamment un produit de 
depart constitue d'un melange de D- et L-lactides choisi de facon que la proportion de motifs 
D-lactiques soit suffisante pour que le polymere obtenu soit amorphe. Cette proportion peut 
etre facilement determinee dans chaque cas par de simples experiences de routine. Le plus 
souvent on utilisera des polymeres contenant de 30 a 70 % de motifs denv6s de Tacide 
D-lactique, et en particulier 50 %. 

Les polyOiydroxyacides) de masse moleculaire moyenne faible, inferieure a 5 000, 
sont egalement des produits connus, dont certains sont commercialisms, ou peuvent etre 
prepares selon les methodes connues. Par exemple, pour preparer un poly(acide lactique) de 
faible masse moleculaire moyenne, on peut operer par polycondensation de melanges d'acides 
L- et D-lactiques, en particulier par polycondensation d'acide D-, L-lactique. Des copolymeres 
correspondants sont prepares de facon analogue. 

Us masses moleculaires des polymeres utilises selon Invention peuvent etre 
determinees par exemple en solution, par chromatographic par permeation de gel, par 
comparison avec des polymeres etalons, notamment des etalons de polystyrene. ' 

Us masses moleculaires sont des masses moleculaires en nombre ou en poids. Par 
exemple, la limite inferieure de 20 000, pour le polymere de masse moleculaire (MM) elevee, 
est une MM en nombre, et la valeur maximum de 5 000 pour le polymere de faible MM est une 
MM en poids. 

De preference, on utilise des polymeres dont l'indice de polymolecularite n'est pas 
superieur a 3 environ, et est en particulier inferieur a 2. 

La phase organique utilisee dans le proc6de de 1'invention comprend principalement 
un solvant organique, non miscible a l'eau, ou tres faiblement soluble dans l'eau, tel que le 
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chloroforme, le dichloromethane, etc... 

Cette phase organique contient a l'etat dissous le polymere de masse moleculaire 
61ev6e, au moins dgale a 20 000. et le polymere de faible masse moleculaire, inferieure a 5000. 

Les proportions de polymere de faible masse moleculaire, par rapport au polymere 
de masse moleculaire elevee, sont les proportions qui permettent d'obtenir des microspheres de 
qualite suffisante (notamment un etat de surface satisfaisant), et ayant les dimensions de 
particules souhaitees (notamment suffisamment faibles), avec un rendement acceptable. Ces 
proportions peuvent etre determinees dans chaque cas par de simples experiences de routine. 
Gen6ralement, on pourrff utiliser une proportion de 30 a 300 %, et en particulier de 50 % a 
150% en poids de polymere de faible masse moleculaire, par rapport au poids de polymere de 
masse moleculaire elevee. L'augmentation de la proportion de polymere de faible masse 
15 moleculaire permet d'obtenir une diminution de la taille des particules. 

La phase organique peut contenir en outre une substance active, qui peut etre ajoutee 
avant ou apres l'addition des polymeres ; la substance active peut etre notamment choisie 
parmi les hormones steroides ou leurs analogues synthetiques (par exemple progestdrone, 
norgestrel, estradiol, norethisterone, testosterone, hydroconisone, prednisolone, 
20 dexamethasone), les agents anti-cancereux (doxorubicins bleomycine, cis-platine, 

5-fluoro-uracile), les antagonistes de narcotiques (par exemple Naltrexone), les neurosedatifs 
ou les anesthesiques (phenobarbitone, chlorpromazinc, methadone, diazepam), les 
antibiotiques (erythromycine, gentamycine), etc... 

Dc preference, la substance active est une substance lipophile, de facon a faciliter 
25 son incorporadon dans les microspheres. 

On realise ensuite une emulsion en versant progressivemem, sous agitation, la phase 
organique dans une quantite appropride d'eau. La quantite d'eau peut etre determined par 
exemple de facon a utiliser la quantite minimum d'eau, pour limiter la diffusion du principe 
acdf (lorsqu'il est present) dans la phase aqueuse, la quantite d'eau devant cependant etre 
suffisante pour que la forme des microspheres soit la plus reguliere possible. La quantite d'eau 
peut done etre determinde dans chaque cas par de simples experiences de routine. 

Lorsqu'on desire obtenir des nanoparticules, on peut soumettre l'emulsion a Taction 
des ultrasons ou d'un homogeneiseur de facon a augmenter l'etat de division de l'emulsion. On 
applique les ultrasons ou homogeneise pendant un temps suffisant pour que les 
microgouttelettes de l'emulsion atteignent une taille, suffisamment faible, prfdeterminee. Ici 
encore, la mise au point du proedde peut etre effectufe par de simples experiences de routine. 

Apres la realisation de l'emulsion, on ajuste le pH a une valeur de 6-8, en particulier 
7-8, par addition d'une base telle que l'hydroxyde de sodium ou de potassium ou la 
trimethylamine, car la dissolution panielle des polyacides de faible masse moleculaire confere 
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a l'eau un pH acide. II est done important d'ajuster le pH a une valeur suffisante pour que les 
groupements carboxylique, dans la phase aqueuse ou au contact de celle-ci, soient sous la 
forme carboxylate qui est ndcessaire pour que les microspheres soient stabilises. 

II n'est pas souhaitable que la phase aqueuse soit amende a un pH de 7-8 des le 
debut de la realisation de l'emulsion, car il faudrait alors redouter que les polymeres de faible 
masse moleculaire ne s'associent pour former des micelles dans la phase aqueuse. 

On precede ensuite a l'evaporation du solvant organique, a une temperature pouvant 
aller par exemple de 0 a 40 °C. On peut faciliter cette operation en operant sous pression 
reduite. 

Pendant l'etape d'evaporation du solvant organique, on ajuste le pH a une valeur 
suffisante, par exemple 6-8, en particulier 7-8, pour les raisons deja indiquees precedemment, 
en operant par addition continue ou par additions rep6tees d'une base telle que celles 
mentionnees precedemment. 

Bien entendu, pendant l'etape d'evaporation, on maintient une agitation appropriee 
de l'emulsion. 

Apres l'etape d'evaporation du solvant organique, on peut recueillir les 
microspheres, par exemple par centrifugation ou filtration. Elles peuvent ensuite etre sechees 
et eVentuellement tarnishes. 

Les microspheres selon 1'invention peuvent etre utilisees selon les me^hodes 
connues. En particulier, lorsque la substance active incorporee est un medicament les 
microspheres peuvent etre utilisees par voie oralc, sous forme de poudres, de suspensions 
aqueuses ou de capsules. Lorsque les microspheres ont une taille suffisament faible, par 
exemple inferieure a 150 urn, elles peuvent etre administrees par injection, selon les methodes 
connues. En outre, comme indique ci-dessus, des microspheres ne contenant eventuellement 
pas de substance active peuvent etre injectees de facon a provoquer localement une 
embolisation du systeme de vascularisation des angiomes. 

L'invention a egalement pour objet un medicament a base de microspheres telles 
que deTmies precedemment. 

Les exemples suivants illustrent l'invention. 



40 



BNSDOCID: <WO 9325191A1_I_> 



WO 93/25191 



PCT/FR93/00576 



5 



20 



EXEMPLE 1 : 

A) Prepararion des p nlymfrre<; 



a) On a prepare un copolymere acide D-, L-Iactique/acide glycolique, contenani 
25% de motifs ddrives de I'acide glycolique, de la facon suivame : 

On melange 78,83 g de D,L-lactide et 21,17 g de glycolide pour former 100 g du 
melange de monomeres polymerisable. On ajoute 0,025 % en poids de trifluorure d'antimoine. 
Le melange est d6gaz6 par cyclages reputes de vide et d'azote.Apres scellement sous vide, la 
polymerisation s'effectue en masse a 160°C pendant 3 jours. 

La masse moleculaire en nombre du copolymere, determine en chromatographic de 
permdation de gel, par comparison a des etalons de polystyrene, est de 38 000. L'indice de 
polymolecularite (I) est : 1,6. 

b) On a prepare" un poly(acide lactique) de faible masse moleculaire par 
polycondensation d'acide D-, L-lactique a 140°C sous vide, pendant trois jours. Le produit 
reactionnel est refroidi et dissous dans I'acetone. On ajoute de l'eau a la solution de facon a 
prcapiter le polymere, tandis que les monomeres rfsiduels restent en solution. Le polymere est 
ensuite seche sous vide. 

Sa masse moleculaire en poids, determine* en chromatographic de permeation de 
15 gel, est de 2 500, par rapport a des etalons de polystyrene ; I = 1 ,5. 

B) Preparation des microsp heres 

On dissout 3,8 g du copolymere et 1,2 g du poly(acide lactique) dans 50 ml de 
■JO dichloromethane. 

On verse progressivemem, en agitant, la solution obtenue dans 1 250 ml d'eau 
distillee. Le pH, initialement de 5-6, chute rapidement a 3. Au bout d'une minute environ apres 
la fin de l'addition de la phase organique, on ajoute une solution aqueuse de soude 0 2N de 
facon a ramener le pH a 7,5 environ. On procede ensuite a Petape d'evaporation du solvant 
orgamque, par volatilisation naturelle a temperature ambiante pendant 4 heures, sous agitation. 

En maintenant Tagitation, on ajoute periodiquement, pendant la phase 
d'evaporation, de la soude 0.2N pour ramener le pH au-dessus de 7. A mesure que le 
dichloromethane s'evapore, le P H diminue moins vite et, vers la fin de Iteration il se 
stabilise aux environs de 7. 
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On recueille ensuite par filtrarion les microspheres obtenues et on les seche sous 
5 pression reduite. 

Pour 6tudier la distribution en taille des microspheres, on utilise 5 tamis ayant des 
maillages de 500, 250, 125, 100 et 80 am respectivement. On elimine les particules de taille 
superieure a 500 urn. Us quantity de microspheres recuperees dans chaque tamis son O.t 
pesees. 

1 0 Les r6sultats sont resumes dans le tableau I suivant : 

TABLEAU I 



Diametre 
urn 


% en poids 


entre 250 et 500 


25,6 


entre 125 et 250 


45,2 


entre lOOet 125 


16,8 


entre 80 et 100 


7,5 


<80 


4,9 



En microscopie optique, les microspheres ont une forme sensiblement spherique et 
une surface re" guliere. 

Ces resultats ont ete confirmes par microscopie electronique a balayage L'etat de 
surface tres regulier des microspheres est comparable a celui des microspheres obtenues en 
utihsant l'alcool polyvinylique comme agent tensioactif. 

EXEMPLE 2 • 



On opere de fa ? on analogue a celle decrite a l'exemple l,mais en utilisant des 
panxes egales (en p 01 ds) du copolymere et du pol y (acide lactique) de faible masse moleculaire 

Les microspheres de diametre inferieur a 500 uM sont obtenues avec un rendement 
de 61 %. On separe en outre les particules de dimensions inferieures a 45 urn. 

Les rdsultats sont resumes dans le tableau II suivant : 
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Diametre 
urn 


% en poids 




entre 250 et 500 


6,04 




entre 125 et 250 


5,56 




entre 100 et 125 


7,03 




entre 80 et 100 


27,19 


15 


entre 45 et 80 


48,50 




<45 


5,68 



EXEMPLE 3 : 



On dissout lg de copolymere obtenu a 1'exemple 1 (A,a) et 1 g du poly(acide 
lactique) de faible masse moleculaire obtenu a l'exemple 1 (A,b) ainsi que 0,25 g de 
progesterone, dans 20 ml de dichrome'thane. 

On verse progressivement, en agitant, la solution obtenue dans 500 ml d'eau 
disallee. Le P H chute rapidement a 3. Au boutd'une minute environ apres la fin de l'addition 
de la phase organique, on ramene le pH a 7,5 par addition de soude 0,2N. On opere ensuite 
comme decrit a I'exemple 1. 

On obtient des microspheres dans lesquelles est incorporee la progesterone. 
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REVINDICATIONS 

1. Microspheres constitutes d'une matrice polymere et eventuellement d'au moins 
une substance active encapsulee dans ladite matrice polymere r6alis£e en au moins un 
polymere ou copolymere d'hydroxyacide, caracterisees par le fait qu'elles sont exemptes de 
consutuants autres que la substance active eventuellement presente et les constituants du 
polymere. 

2. Microspheres selon la revendication 1, caracterisees par le fait que le constituam 
de la matrice polymere a une repartition bimodale des masses moleculaires. 

3 Microspheres selon l'une quelconque des revendications pr&edentes, caracterisees 
par le fait que la matrice polymere contient au moins un poly(hydroxyacide) ayant une masse 
moleculaire sup6rieure a 20 000, et en particulier superieure a 40 000, et au moins un 
poly(hydroxyacide) ayant une masse moleculaire inferieure a 5 000. 

4. Microspheres selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisees par le fait qu'elles ont des dimensions infeneures a 500 urn. 

5. Precede de preparation de microspheres telles que definies dans Tune quelconque 
des revendications pre^dentes, dans lequel on dissout ledit polymere ou copolymere dans une 
phase organique liquide volatile non miscible a l'eau, on solubilise ou disperse eventuellement 
une substance active dans ladite phase organique, on prepare une emulsion de la phase 
organique obtenue dans une phase continue aqueuse, on evapore le solvant et separe, si d<<sire\ 
les microspheres solides obtenues de la phase aqueuse, caractens<< par le fait que ledit 
polymere ou copolymere comprend au moins un poly(hydroxyacide) de masse moleculaire 
moyenne au moins egale a 20 000 et au moins un poly(hydroxyacide) de masse mol6culaire 
moyenne inferieure a 5 000, qu'apres la realisation de l'emulsion, on ajuste le pH a une valeur 
de 6-8 par addition d'une base forte, et que pendant l'etape d 'evaporation du solvant 
organique, on ajuste le pH a une valeur de 6-8 par addition continue ou par additions repels 
d'une base. 

6. Precede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que le 
poly(hydroxyacide) de masse moleculaire moyenne au moins egale a 20 000 est choisi parmi 
les polymeres et copolymeres d'alpha-hydroxyacides. 

7. Precede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que lesdits 
poly(alpha-hydroxyacides) sont choisis parmi les poly(acide lactique) et les poly(acide 
glycolique). 

8. Precede selon l'une quelconque des revendications 5 a 7, caracterise par le fait 
que la proportion de polymere de faible masse moleculaire, par rapport au polymere de masse 
moleculaire eievee, est suffisante pour obtenir des microspheres ayant des dimensions de 
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parricules suffisamment faibles souhaitees. 

9. Precede selon la revendication prdccdente, caracterise par le fait que ladite 
proportion peut varier de 30 a 300 % en poids, ei en paniculier de 50 a 150 % en poids. 

10. Medicament a base de microspheres telles que definies dans Tune quelconque 
des revendications 1 a 4. 
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